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Behandhtng von HLA-DR-assoziierter Immundeftzienz mit Interferon-y 

Die Erfindung betrifft die Behandlung von Immundefizienz, die mit emster und iang 
andauernder Erniedrigung der monozytischen HLA-DR-Expression verbunden ,st, rrut In- 
s terferon-y(IFN-y). 

Der Haupt-HistokompatibUitatskomplex (major histocompatibility complex, MHC) 
spielt eine zentrale Rolle bei der Fahigkeit des Immunsystems, zwischen "Selbst" und 
"Nicht-Selbst" zu unterscheiden. Der MHC bezieht sich auf ein Cluster von Genen, d,e fur 

,o die Produktion von Zellmembran-Oberflachenmolekulen verantworthch smd. Die Zel - 
membranmolekule, die als Antwort auf die MHC-Gene produziert werden, werden als 
menschliche Leukozytenantigene (human leukocyte antigens, HLA) bezeichnet. Es wurden 
drei HLA-Klassen identifiziert (vgl. Abb. 1). HLA Klasse-I-Antigen (bezeichnet als HLA-A, 
B C und HLA-E) HLA Klasse-II-Antigen, das als HLA-D bezeichnet wird (DR, DQ, 

, 5 DP DZ DX und DV), und HLA Klasse-ffl (Trowsdale J. et al, Immunology Today 9: 34- 
35 ' 1988) Wahrend HLA Klasse-I-Antigene auf der Oberflache der meisten Zellen des 
me nschJichen Korpers exprimiert werden, werden HLA Klasse-U-Antigene nur auf den 
Zellmembranen einer begrenzten Zahl von Zelltypen einschlieBlich Monozyten^akro- 
phagen und B-Lymphozyten exprimiert. 

Antigen-prasentierende Zellen (APC) wie Makrophagen prozessieren das mikro- 
bielle Antigen und prasentieren es in Assoziation mit HLA Klasse-II. T-He.fer-Zellen mit 
einer Rezeptorbindungsstelle, die spezifisch fur dieses Antigen ist, binden an den exponier- 
ten Komplex der Makrophagen (Allen P. M, et al, Nature 327: 713 - 716, 1987). D.es ak- 

* tiviert die T-Helfer-Zellen. Diese aktivierten T-Helfer-Zellen regulieren alle Aspekte der 
Immunantwort einschlieBlich der Antikorperproduktion durch B-Lymphozyten und der 
Aktivitat der zytotoxischen T-Zellen. Diese Aktivierung ist also ein kritischer Schntt m der 
Auslosung der spezifischen Immunantwort. Die Dichte der HLA Klasse-B-Molekule auf der 
Zelloberflache von Makrophagen ist eine der wichtigsten Determinant be, der Erkennung 

so und Antwort von T-Helfer-Zellen auf prozessiertes Antigen. 

Interferon-7 spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation und Koordination der Im- 
munantwort. Interferon-, wird von aktivierten T-Zellen und NK-Zellen synthetisiert (Vi.cek 
J et al. Lymphokines 1 1: 1 - 32, 1985). Allein oder in Kombination mit anderen Zytokmen 
ss reguliert Interferon-y viele Aspekte der Immunantwort. Interferon-y ist ein potenter Akt,va- 
tor von Makrophagen, die eine zentrale Rolle bei der Phagozytose und Antigen P rasentat,on 
spielen Interferon-y verstarkt die HLA Klasse-I-und HLA Klasse-O-Expression, mtenstvrert 
so die Erkennung durch T-Lymphozyten und Auslosung der spezifischen Immunantwort 
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Interferon-y moduliert die Antikdrperproduktion durch B-Lymphozyten, stimuliert die IgG- 
Produktion und inhibiert die IgE-Produktion. Interferon-y aktiviert eine groBe Bandbreke 
von Zielzellen, die Antigen zerstoren konnen, einschlieBlich Makrophagen, Granulozyten, 
Natural Killer Cells (NK-Zellen) und zytotoxische T-Zellen. Insbesondere hat Interferon-y 
einen starken EinfluB auf die HLA Klasse-H-Expression. Dies ist bemerkenswert, weil die 
HLA Klasse-n-Expression durch Antigen-prasentierende Zellen wesentlich fiir die Auslo- 
sung der spezifischen Immunantwort und Antikorperbildung ist (Janeway C A et al Im- 
munology Today 5: 99 - 105, 1984). Die Dichte der HLA Klasse-H-Expression auf Anti- 
gen-prasentierenden Zellen wie Makrophagen/Monozyten beeinfluBt direkt das AusmaB der 
T-Zellaktivierung. Interferon-y erhdht die HLA Klasse-II Expression Antigen-prasentieren- 
der Zellen und kann die Expression auf Zellen induzieren, die normalerweise HLA Klasse- 
H-negativ sind, wie Endothel-, Epithel- und endokrine Zellen. 
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Septische Erkrankungen induzieren eine anfangliche exzessive Entzundungsantwort 
mit einer dominierenden Produktion von Entziindungszytokinen einschlieBlich Tumornekro- 
sefaktor (TNF), Interleukin (IL)-1 und IL-6. Dies fuhrt iiber die Induktion immunsuppressi- 
ver Mediatoren (z.B. IL-10, transformierender Wachstumsfaktor 0 (TGF-B)) zu einer ern- 
sten Immundepression mit Monozyteninaktivierung (Docke W. et al, In: Reinhart, K., Ey- 
rich, K., Sprung, C. (eds.) Sepsis. Springer- Verlag, Berlin Heidelberg New York 1994). Ei- 
ne ernste und langandauernde Erniedrigung der HLA-DR Expression durch Monozyten 
wird bei einer Untergruppe von Patienten mit septischem Schock und Organversagen beob- 
achtet. Obwohl diese Untergruppe die anfangliche Phase des septischen Schocks uberwun- 
den hat, sind diese immundefizienten Patienten bei Standard-Intensivbehandlung durch eine 
anschlieBende ernste und langandauernde Erniedrigung ihrer Anzahl HLA-DR positiver 
Monozyten charakterisiert. Trotz der Fortschritte durch verbesserte Antibiotikabehandlung 
und modeme Intensivpflege ist die Mortalitat dieser Untergruppe extrem hoch. Diese HLA- 
DR-assoziierte Immundefizienz ist durch eine Erniedrigung der HLA-DR-Expression von 
Monozyten auf einen Wert von weniger als 20% charakterisiert (von Baehr R. et al. Z 
Klin. Med. 45: 1130 - 1137, 1990; Volk H. D. et al, Behring Inst Mitt. 88: 208 - 215, 
1991). Es ist wichtig anzumerken, daB gesunde Personen oder Sepsispatienten, die die kriti- 
sche Anfangsphase uberwinden, HLA-DR zu mehr als 65-90% auf ihren Monozyten konti- 
nuierlich oder im AnschluB an eine kurze Erniedrigung der monozytischen HLA-DR-Ex- 
pression exprimieren. Wenn jedoch Sepsispatienten bei der erniedrigten monozytischen 
HLA-DR Expression fiir gewohnlich mehr als drei Tage verharren, ist die Mortalitat dieser 
Patienten extrem hoch (Ddcke W. et al, In: Reinhart, K, Eyrich, K., Sprung, C. (eds.) 
Sepsis. Springer-Verlag, Berlin Heidelberg New York 1994). In diesen Patienten ist die Ex- 
pression von HLA-DQ-Antigen ebenfalls supprimiert. Im Gegensatz dazu sind die HLA 
Klasse-II-Antigen Expression der B-Lymphozyten und die HLA Klasse-I-Antigen-Expres- 
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sion normal Der selektive Verlust der HLA-DR Expression auf der Oberflache von Mono- 
zyten erniedrigt die Fahigkeit der Monozyten/Makrophagen, Antigen zu prasentieren (Volk 
H. D. et al., The Microbiologist 3: 20 - 26, 1992). 

, Die emiedrigte HLA-DR Expression in dieser Patienten-Untergruppe ist ein giiltiger 

und verlaBHcher prognostischer Indikator for einen todlichen Ausgang oder Uberleben 
(Volk H D et al, In: Masihi, K. N. and Lange, W. (eds.) Immunotherapeutic prospects of 
infectious diseases. Springer Verlag, Berlin Heidelberg, 1990; Barthlen W. et al, In: Trede 
Seifert Hartel (eds.) Chirurgisches Forum 1994 fur experimentelle und klinische Forschung. 

o Springer-Verkag, Berlin Heidelberg 1994). 

Das U.S -Patent No. 5198212 vom 30. Marz 1993 beschreibt die prophylaktische 
Behandlung von Mausen, die anscHieBend einem experimentdlen traumatischen Ereignis 
exponiert werden, die in-vitro Behandlung menschlicher Zellen von Patienten mit Trauma 
und die prophylaktische Behandlung von Patienten mit emster Verietzung sofort nach der 
stationaren Aufhahme mit Interferon-y. 

Es war bekannt, daB Interferon-y ein extrem effizienter Verstarker der monozyti- 
schen HLA-DR Expression ist. Der kritische Zustand von Sepsis-Patienten mit HLA-DR- 
Erniedrigung ist jedoch durch eine Starke Zunahme der TNF-Sekrektion charakten^ert. 
Femer war bekannt, daB Interferon-y in der Lage ist, TNF zu induzieren. Deshalb herrschte 
in der offentlichen wissenschaftUchen Diskussion die Ansicht vor, daB die Behandlung von 
Sepsis-Patienten mit Interferon-y schadlich sein konnte. Weil Interferon-y die TNF-Produk- 
tion in Monozyten induziert, wurde es immer als ein gefahrlicher Wirkstoff fur diese Patien- 
25 ten und als kontraindiziert betrachtet. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, Mittel zur Behandlung von Erkrankun- 
gen- bereitzustellen, die durch eine mit einer Erniedrigung der HLA-DR-Expression verbun- 
denen Immundefizienz charakterisiert sind. Solche Erkrankungen sind insbesondere be- 
stimmte Formen septischer Erkrankungen und schwerer Infektionen. 

Die Aufgabe konnte durch die Bereitstellung von Interferon-y als Mittel gelost wer- 
den Uberraschenderweise ergab die Anwendung von Interferon-y einen therapeuuschen 
Nutzen fur die genannte Indikation. Die Erfindung betrifft somit die Verwendung von Inter- 
feron-y zur Behandlung von Erkrankungen, die durch eine Erniedrigung der monozytrscher, 
HLA-DR-Antigen-Expression gekennzeichnet sind, insbesondere, wenn sie lang andauemd 
und emst ist sowie pharmazeutische Zusammensetzungen fur diese Indikatron, die Inter- 
feron-y enthalten. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von In- 
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terferon-y zur Behandlung einer Untergruppe von Patienten, die einen septischen Schock 
mit oder ohne Organversagen erfahren haben und die durch eine ernste und langandauernde 
Emiedrigung der monozytischen HLA-DR Expression charakterisiert sind. Besonders 
vorteilhaft ist die Therapie, wenn die monozytische HLA-DR-Expression < 30% ist 
und/oder die Dauer der erniedrigten HLA-DR-Antigen-Expression zwei oder mehr Tage 
betragt. 



Fur die Realisierung der vorliegenden Erfindung steht heute dem Fachmann eine 
Vielzahl an Mdglichkeiten zur Verfiigung, IFN-y sowohl uber konventionelle Methoden als 
auch uber DNA-Rekombination herzustellen. Wahlt er den erstgenannten Weg, kann er sich 
beispielsweise der Methode nach Yip. Y.K. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 1820-4 
(1982), oder Yip et al, Infect. Immun. 34(1): 131-9 (1981) bedienen. Fur das in neuerer 
Zeit attraktivere Verfahren, humanes IFN-y uber DNA-Rekombination entweder in proka- 
ryotischen oder in eukaryotischen Systemen herzustellen, kann z. B. nach Gray P.VV. et al, 
Nature 295: 503-508, 1982; Derynck, R et al, Nucl. Acid. Res. 11: 1819 - 1837, 1983, 
Simons, G. et al Gene 28: 55 - 64, 1984, Scatill, J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 
4654 - 4658, 1983, oder nach EP-A 77 670, EP-A 254 345, EP-A 273 373 verfahren wer- 
den. Die Erfindung schlieBt auch IFN-y Derivate ein, die nach an sich bekannten Methoden 
herstellbar sind (z. B. EP-A 170 917, EP-A 219 781). Ebenfalls eingeschlossen sind IFN-y. 
Polypeptide, die uber bekannte synthetische Verfahren auf der Protein- und DNA-Ebene 
herstellbar sind (z. B. EP-A 161 504; Tanaka S. et al.. Nucl. Acids. Res. 11:1707-23 
(1983)). 



Fur die erfindungsgemaBe Anwendung von Interferon kommen die dem Fachmann 
bekannten und gebrauchlichen pharmazeutischen bzw. galenischen Formulierungen fiir die 
jeweilige Applikation in Betracht, vorzugsweise aber die fiir die parenteral Applikation, 
insbesondere fiir die intravenose, intramuskulare, subkutane, intrakutane, intraartikulare, 
intrathekale, intraperitoneale Infusion oder Injektion, wobei Dauerinfusionen oder intermit- 
tierende Infusionen mit den fur den Fachmann zur Verfiigung stehende n Pumpen oder die 
Verabreichung via mikroverkapselter Praparate z. B. auf Basis von Liposomen z. B. gemaB 
der EP-A 213 523 miteingeschlossen sind. 



Zur Herstellung einer gebrauchsfertigen Losung fur die erfindungsgemafle Verwen- 
dung von Interferon, beispielsweise als Bolusinjektion oder als Injektion oder Infusion, ste- 
hen dem Fachmann die ihm zu diesem Zweck bekannten wassrigen Infusions- und Injek- 
tionslosungen zur Verfugung, gegebenenfalls zusammen mit den ihm bekannten Hilfs-, Tra- 
ger- und/oder Stabilisierungsstoffen. Eine gebrauchsfertige Losung fiir die erfindungsgema- 

Copied from 10507463 on 10/06/2006 

::::::::::::*::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::; . ' iiiiiiiii: 



PCT/EP95/04099 
WO 96/12500 . 

. • i ««> *„f die Weise herzusteilen, indem hochgereinigtes Interfe- 
r r , lis 7 5) gegebe^nfalls nut Tween und/oder Getoe oder «»em Al- 

5 AmpuUen,Beutel)stcrilabgefflIltwird. 

Die » vetabteicheode Menge an 1— « ** 
.Henne* — i- * — ^ — ^ L 

„ Nebenvnrkungen ABgemem « d£r ^ ^ ^ ^ ^ 

duellen Kritenen zu erfolgen hat Eme mogl. ^ ^ 

agUC, Oder in tSgbchen Es karal 

der ^ Gabe von de, e^efcen Hobe £HLA « J ^ ^ 

in der Regel davon ausgegangen werden, daB Werte von 

,5 gungderlnterferon-f-Therapieanzeigen 

•n, mn « kann vorteilhaft nut anderen Therapiefonnen kombiniert 
Die W e^-The«p« to ^ w,^*^ Beispiele 

werfen, binders bevonnagt " werden k8nMn , « AntpieiUin, 

fflr A-Motta, die m solchen Kombinationen verw Cetoandol, 

Cefoperazo, I**. Cretan, Cytarabin, Ciproflox- 

" kotrlS ^en die verschieoenen «*««d— ode, se q oen- 

tiell uber die jewete geeignete Route applizier. »erden 



WO 96/12500 

PCI7EP95/04099 



Abbildungen 



Abb. 1: Anordmmg der humanen MHC-Loci auf Chromosom 6. DP HLA-DP 
DN, HLA-DN; DO, HLA-DO DO HLA-DO DP ht a no j- « . ' 
. Ri ro i ' HLA-DQ, DR, HLA-DR; die Bezeichnungen Al, A2, 

. Bl. B2 usw. kennzcchnen jeweils die verschiedenen al-, a2-, 01- bzw. 02-Ketten BF 

^ r ^^^^ C*. Co m pl eme nt-K 0m ponente 2; C< Gene A und 
f?f ^ yt0Chr ° m P45 °' Steroidh y dr ^lase-Gene und Pseudogene RD 

w.ederholter ^peptid-Locus; TNF-aund * Tumornekrosefaktoren alpha und beta Pfeile 
8 Transkri P tion an ' Anzahl und Reihenfolge der Klasse-I-Loci 1st 

w unbekannt. 
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ZeJJen. ICU = Intensivstation. 



^ * ttT*? 1 *' ^"-M-'BSPr.^ ^ / vglBeispieU) V or 

(Tag 0) undnachBehandlungmit 100 M g/0.5 mllFN-y. * p < o.Ol. 

Abb. 4: Plasma-Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-c0-Spiegel in Patenter* 
20 <"=W vor (Tag OJundnachBehamilur^ mil 100 fig/0.5 ml lFN- r .*p<O05. 

„ . f PlaSma - Interleukin - 6 0L-6).Spiegel in Patienten (n-10) vor (Tag 0) und 

nach Behandlung mil 1 00 fig/0.5 mllFN-y. * p < 0.05. 
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Beispiele 

Bdspiell:BehandlungeinesSepsispatienten 

Sepsis wurde definiert durch Tachypnoe (Atmung >20 Aten^ge/mnv [wenn der 
Patient mechanisch beaUnet wird, >10 lAnin., F.O 2 >0.4 m Anwesenheit von PEEP , ^ 
m) , Tachykardie (Herzfrequenz >110 Schlage/min.), Hyperthemue oder Hypothentue 
(Kern- Oder rektale Temperatur >38.5°C oder <35.6°C). 
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Mo»onuk)eSre Men aus periphery Blut «in« Sq.sispatien.en wurden durch zy.o- 
auorcnetrische Analyse auf HLA-DR-Expression umersucht DabeL wurde d,e Mertode 
gemaB Dock, e, of. (D6c.ce, W. D, P- Reinke, R. v. Baehr, H,D. Voik Monnonng der 
Lozyaren HLA-DR-Antigenexpreasion bei Transplanter , und Sep,, Scfcm* a 
G Rothe (Hrsg.). DurchfluBzytomeu4e in der klimschen ZeUdmgnosuk. S. 163-177. Sum 
^New Y„* Schattaner, 1994.) verwende, worauf voOinhahlich Ben,g genommen 

wird. 

Die Tne^pie des Sepsispatie*en besund aus etaem optimalen Antibiotika/Antimy- 
konka-Schema und lmerferon-Y. Als Antibiotika wurden Vancomycin (750 mg, ,v. Wnk- 
^vLmycm-HCf), Fortum (6 g, Lv, Wukstoff Ceftazidim x 5 Cenomycm (400 
m ^,., WiLoff Neti.midnsuUa.), Targocid (800 mg ..v., ^ T «*> "J 
Tobram^in (.20 mg. U.) gegeben. AU Autimykotika »urden 1"*^"™ 
ra g i v WirksUdT Fluconazol) und Ampho-moronal (8 ml per oa, Wrkaoff Amphottncm 
B) gegeben Die I*erfero„-y-Gabe (lOOpg/O.Sml, subkutan) begann am 2 Tag emer 
^Sgten HLA-DR Expression <30%. Die .nrerferon-v-Tberapie wde beender, als d,e 
HLA-DR Expression einen Wert von Ober 50% erreicht hatte. 

Der Sepsispauen. (Abb.2) zeigte ein. Immundeflzieuz mi. signifikan. enuedrigler 
HLA-DR-Expression (22%). ln.etfe.on-y-Tbe.apie fubne ~ * * 
holung der HLA-DR-Antigen-Expression, emem weneren Absmken (Tag 12-15) und 
21* au einer andauemden Erb,,ung mi. nonualer «^«*— 
des Aufen.halu .uf der In.ensivsu.ion *ah.end der Smdre betrug leAghch 9 Tage. Der Pa 

tient uberlebte. 



35 



Copied from 10507463 on 10/06/2006 

* :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::.. 1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1 



W ° 96/12500 PCI7EP95/04099 



Bdspiel 2: BehandJung von 10 Sepsispatienten 
Patientenauswahl 

Zehn Patienten im Alter zwischen 18 und 80 Jahren, die mit septischem Syndrom in 
die Intensivstation kamen, wurden fur die Behandlung ausgewahlt. Septisches Syndrom 
wurde definiert als klinischer Beleg, der fur eine Infektion spricht, plus Anzeichen einer sy- 
stemischen Antwort auf die Infektion, Tachypnoe (Atmung > 20 Atemziige [wenn Patienten 
mechanisch beatmet wurden, > 10 1/min, Fi0 2 > 0.4 in der Gegenwart von PEEP < 5 cm 
HjO]), Tachykardie (Herzfrequenz > 110 Schlage/min), Hyper- oder Hypothermic (Kern- 
oder rektale Temperatur >38.5°C oder <35.6°C), plus Nachweis veranderter Organperfu- 
sion (mindestens einer der folgenden Parameter): PaOj/FiC^ nicht hoher als 280 (bei Abwe- 
senheit anderer pulmonarer oder kardiovaskularer Erkrankungen), Laktatspiegel uber der 
oberen Grenze des Normalwertes (< 1.5 mmol/L) oder Nierenversagen (Urinabgabe < 5 ml 
kg' 1 h- 1 oder > 12 ml kg' 1 h' 1 , oder Serum-BUN > 100 mg/100 ml oder 35.7 mmol/1 Harn- 
stoff, oder Serum-Kreatinin £ 2.5 mg/100 ml). Wenn diese Kriterien erfullt wurden, wurden 
HLA-DR+-Monozyten uberwacht und Patienten dann in die Studie eingeschlossen, wenn 
HLA-DR+-Monozyten an zwei aufeinanderfolgenden Tagen unter 30% fielen. 

Patienten, die schwanger waren oder laktierten, an bestatigten Anfallerkrankungen Iit- 
ten, bei denen Uberempfindlichkeit &r IFNy bekannt war, bei denen ein positiver HTV-Sero- 
typ oder primare Immundefizienz bekannt war, die zytostatische oder immunsuppressive 
Wirkstoffe, z.B. Cyclosporin A oder Azathioprin erhielten, die innerhalb der vorangegange- 
nen 24 Tage mit nichtzugelassenen Testsubstanzen behandelt worden waren oder innerhalb 
der vorangegangenen 30 Tage Interferon-a, -p, oder -y oder immunmodulatorische Sub- 
stanzen, z.B. monoklonale Antikorper wie anti-TNF, Kolonie-stimulierende Faktoren, Inter- 
leukine oder Erythropoietin wahrend der letzten 24 Stunden von dem Beginn der Studie er- 
halten hatten, wurden von der Studie ausgeschlossen. 



Behandlung 

Interferon gamma- lb (Imukin®, Boehringer Ingelheim, Deutschland) wurde als sterile 
Injektionslosung bezogen. Jedes GefaB enthielt 100 pg/0.5 ml IFN-y. 

Vor und nach der Behandlung wurde eine komplette medizinische Untersuchung 
durchgefuhrt. Die Schwere der Erkrankung bei Eintritt in die Studie wurde anhand der 
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Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) H -Bewertung ermittelt 
(KnausW A a/., Cr/7. Care Med 73: 818-29(1985)). 

Die Behandlung wurde so lange fortgesetzt, bis die HLA-DR-Expression fur 3 Tage 
5 oberhalb 50 % blieb. Der beabsichtigte Behandlungszeitraum betrug 28, der Beobachtungs- 
zeitraum 28 Tage. Jeder Patient erhielt taglich zum jeweils gleichen Zeitpunkt vor Mittag 
eine subkutane Injektion von 100 ug/0.5 ml IFN-y in den Oberarm, Oberschenkel oder Ab- 
domen, jedoch nicht in der posterioren Region. Die Patienten wurden kontinuierlich auf 
Toleranz uberwacht. 



10 



is 



20 



25 



30 



35 



Cberwackung der Wirksamkeit 

Der primare Endpunkt dieser Untersuchung war die Zunahme der HLA-DR+-Ex- 
pression auf Monozyten, die im Blut gemessen wurde. Sekundare Endpunkte waren sepsis- 
bedingte Mortalitat, Labor- und klinische Auswertung, und Zytokin-Plasmaspiegel (TNF-a, 
IL-6). Alle Auswertungen wurden fur jeden Patienten vom gleichen Arzt ausgefuhrt. Alle 
unerwiinschten Nebenwirkungen wurden sorgfaltig dokumentiert und protokollgemaB ge- 
handhabt. 



Laboruntersuchungen 

Zur Messung der immunologischen Parameter und fur Laboruntersuchungen wurden 
den Patienten wahrend der Untersuchung 10 ml Blut abgenommen. Die folgenden Parame- 
ter wurden gemessen: Leukozyten, juvenile und polymorphnukleare Neutrophils Eosino- 
phile Basophils Lymphozyten, Monozyten, Hamoglobulin, Hamatokrit, Erythrozyten, 
Thrombozyten, Kreatinin, Harnstoff, Gesamtbilirubin, Quick-Test, PTT, Proteinelektro- 
phorese (einschl^Blich Serumgesamtprotein), AST, ALT und alkalische Phosphatase. Zu- 
satzlich wurde eine Urinanalyse im Hinblick auf pH, Protein, Glukose, Erythrozyten, Leu- 
kozyten, Epithelzellen, Zylinderzellen und Bakterien durchgefiihrt. Zusatzlich wurde d,e 
HLA-DR-Expression auf CD14+-Monozyten zytofluorometrisch gemessen (Docke et al, 
loc cit. s. auch Ziegler et al., N. Engl. J. Med. 324: 429-36 (1991)). TNF-a und TL-6 
wurden mit einem kommerziell erhaltlichen quantitativen ••Sandwich"-Enzym-Immunoassay 
bestimmt (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Der Assay verwendet einen monoklona- 
len Antikorper, der spezifisch fiir TNF-a oder IL-6 ist, der auf eine Mikrotiterplatte ge- 
schichtet ist, und einen enzymgekoppelten polyklonalen Antikorper, der spezifisch fur das 
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Zytokin ist, das nach dem Waschen zugegeben wird. Die Sensitivitat des Assays ist 0.70 
pg/ml (IL-6) bzw. 2.0 pg/ml (TNF-a). 



Klinische Messungen 

Wahrend der Intensivbehandlung wurden Korpertemperatur, Herzfrequenz, Atemfre- 
quenz und Blutdruck uberwacht. Die Blutgase (SaOj, pa0 2 , paC0 2 ), pH und Fi0 2 wurden 
taglich aufgezeichnet. 



Andere therapeutische Mqfinahmen 

Alle anderen therapeutischen Maflnahmen wie mechanische Beatmung, intermittieren- 
de Hamodialyse, kontinuieriiche Hamofiltration oder Hamodiafiltration wurden taglich auf- 
gezeichnet. 



Statistische Analyse 

Unterschiede in den Zytokinspiegeln und anderen Parametem beim Studieneintritt und 
nach Behandlung wurden mit einer Kruskal-Waliis-Ein-Weg-Varianzanalyse verglichen. 
Zahlen sind als Mittelwerte ± Standardfehler der Mittelwerte dargestellt. 



Ergebnisse 

Klinische Charakteristika: Insgesamt 10 Patienten wurden in dieser Pilotstudie unter- 
sucht. Die demographischen und klinischen Daten der Patienten sind in Tabelle 1 gezeigt. 
Alle Patienten waren ernsthaft erkrankt. Ein Patient hatte einen septischen Schock, die ver- 
bleibenden Patienten hatten schwere Sepsis mit multipler Organdysfunktion. 9 von 10 zu 
behandelnden Patienten (intent-to-treat) erholten sich von der Sepsis wahrend oder kurz 
nach der IFN-v-Therapie, jedoch trat in zwei Patienten in einem spateren Stadium nach Be- 
endigung der IFN-y-Therapie erneut Sepsis auf. Der mittlere Behandlungszeitraum betrug 6 
Tage und reichte von 4 bis 11 Tagen. Nach dem Ende der 28tagigen Beobachtungsphase 
hatten sich 7 von 10 Patienten von der Sepsis erholt. Die Mortalitatsrate iiber den gesamten 
28-Tage-Zeitraum unter Einbeziehung aller Todesursachen betrug 40%. Von den 4 Nicht- 
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uberlebenden starben 2 an Sepsis und die anderen beiden an der zugrundeliegenden Krank- 
heit ohne Anzeichen von Sepsis. 

HLA-DR + Monozyten: Die IFN-y-Therapie fiihrte zu einer Erholung der erniedrigten 
, HLA-DR-Expression auf Monozyten (Abb. 3). 8 von 10 Patienten zeigten eine Zunahme 
der monozytischen HLA-DR-Expression innerhalb eines Behandlungstages, wahrend d,e 
anderen beiden irmerhalb von 2 bis 3 Tagen ansprachen. An, Tag 1 der Behandlung nahmen 
die HLA-DR+-Monozyten von einem vor-Behandlungsniveau von 27 ± 6 auf 62 ± 8 /„ (p 
0 01) zu und blieben wahrend des 28-Tage-Beobachtungszeitraums in 8 Pafenten erhoht. 
, 0 Die Verabreichung von IFN-y wurde fortgesetzt, bis der Anteil an HLA-DR+-Mono^zyten 
fur wenigstens 3 Tage > 50 % stabil blieb. Zwei Patienten erhielten ein zwertes Mai IFN-Y 
„ach einem erneuten Abfall der HLA-DR+-Monozyten auf < 30 %, urn die enuedngte 
HLA-DR-Antigenexpression auf Monozyten wiederherzustellen. 

Zytokine: Die Erholung der monozytischen HLA-DR-Antigenexpression wahrend der 
Behandlung mit IFN-y wurde von der Wiederherstellung der monozytischen Funkuon be- 
gleitet Die letztere wurde durch eine signifikante Zunahme der TNF-a- (p < 0.05) und IL- 
6-(p < 0.05) Plasmaspiegel in alien 10 Patienten wahrend der Behandlung reflekt,ert (Abb. 4 

und 5). 

IFN-y wurde von den Patienten gut toleriert und keine durch klinische oder Laborbe- 
funde belegte nachteiligen Wirkungen beobachtet. Verschlechterungen im Zustand der Paf- 
enten oder deren Laborwerten, wie sie beschrieben wurden, entsprachen dem Verlauf der 
zugrundehegenden Krankheiten. Die IFN-y-Behandlung induzierte eine Erniedngung der 
» Korpertemperatur (p < 0.05). Wahrend der 28tagigen Beobachtungsphase wurden kerne s,- 
gnifikanten Anderungen bei systolischen oder diastolischen Dnicken oder Leukozytenzahlen 
beobachtet. 
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Tabelle 1: Demographische Daten der Patienten 



PCT/EP95/04099 



Patient 
Nr 


Alter 


Geschlecht 


Diagnose 


APACHE 
I J- Wert 


Ergebnis nach 
28 Tagen 


1 


69 


M 


Mcdiastinitis nach CABG und Rethorakotomie 


19 


s 


2 


36 


M 


Infiziertes subdurales Hamatom 


23 


S 


3 


64 


F 


Bflsartiger Thalamustumor, Pneumonie 


36 


NS 


4 


61 


M 


Meningeom, PE, Pneumonie 


23 


NS 


5 


59 


F 


Aorto-bifemorales Bypass-Transplantat, Peritonitis 


18 


S 


6 


62 


M 


CABG, Sternum-Osteomyelitis 


35 


NS 


7 


64 


M 


Aorten-Klappenersatz, Pneumonie 


31 


S 


8 


65 


M 


Aorto-bifemorales Bypass-Transplantat, Nekrotisie- 
rende Pankreatitis 


20 


NS 


9 


56 


F 


Zervikales Meningeom, Pneumonie 


17 


S 


10 


59 


F 


CABG, PE, Nierenversagen, Sternum-Osteomyelitis, 
Mcdiastinitis 


36 


s 



5 Hi SSHf \ \ F 7 2?"^ S = ° ber J ebender - NS = Nicht-Oberlebender. CABG = koronamterieUes By- 
5 pass-Transplanta t, PE = pulmoitirer Embolus y 
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Anspruche 

1 Verwendung von Interferon-y zur Herstellung eines Medikaments zur Behand- 
lung von Erkrankungen, die durch eine Erniedrigung der monorytischen HLA-DR- Antigen- 
5 Expression gekennzeichnet sind. 

2. Vewendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichner, daB die Erkrankung eine 
sepnsche Erkrankung und/oder eine schwere Infektion ist. 

3 Verwendung nach Anspn,ch 1 Oder 2, wobei das Medikament fur die parenteral 
Gabe von Interferon^ in einer Dosierung von 25-200pg ein- oder mehrmals taghch, ode, .n 
taglichen Interyallen, geeignet ist. 

4. Verwendung nach Anspruch 1 bis 3, wobei die monozytische HLA-DR-Expres- 
is sion < 30% ist. 

5. Verwendung nach Anspruch 1 bis 4, wobei die Dauer der erniedrigten HLA-DR- 
Antigen-Expression zwei oder mehr Tage betragt. 

20 6. Verwendung nach Anspruch 1 bis 5, wobei das Interferon-y zusammen mit einem 

oder mehreren Antibiotika gegeben wird. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, wobei eines der Antibiotika ein antibakterielles 
Agens ist. 

8. Verwendung nach Anspruch 1 bis 7, wobei das Interferon-y zusammen mit einem 
oder mehreren Antimykotika gegeben wird. 

9 Verwendung von Interferon-y zur Behandlung von Erkrankungen, die durch eine 
, Enuedrigung der monozytischen HLA-DR-Antigen-Expression gekennzeichnet smd. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, wobei die monozytische HLA-DR-Expression < 

30% ist. 

11. Verwendung nach Anspruch 9 oder 1 0, wobei die Dauer der erniedrigten HLA- 
DR-Antigen-Expression zwei oder mehr Tage betragt. 
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HLA-DR+ Monozyten 




Tage 
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Abb. 5 
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